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MISCHUNGEN

(57) Abstract

The process of the invention facilitates the selective extraction of
one or a few molecularly dispersed or cellular components of a system,
like molecules, molecule complexes, vesicles, micells, cells, possibly
with a relevant volume element V of size 10 1 2 10-18 1, from a larger
sample volume. The required component is selectively transferred to
another environment by setting the place and time of the extraction by
means of a signal correlating the small component to be extracted. The
process is particularly suitable for the extraction of rare components,
theexxmeofwhzchmnbedetectedmapmxousstagebymeansof
a scanning process. 'l‘hepmoessnsalsosumblefortheexmcﬂonof
unidentified components.

(57) Zusammenfassung

Das erfindungsgemiBe Verfahren erlaubt eine gezielte Entnahme
von einem oder wenigen molekulardispersen oder zelluliren
Bestandteilen eines Systems wie Molekile, Molekiilkomplexe,
Vesikel, Micellen, Zellen, gegebenenfalls mit einem dazugehdrigen
Volumenelement V der GroBe 109 1 2.V 2 10-18 1 aus einem groSeren
Probevolumen. Der gezielte Transfer des gesuchten Bestandteiles
in eine andere Umgebung geschieht durch Festlegung von Ort und
Zeit der Entnahme durch ein mit dem zu entnehmenden kleinen
Bestandteil kormrelierendem Signal. Das Verfahren ist besonders
geeignet zur Entnahme selten vorkommender Bestandteile, die in
einem vorgelagerten Schritt durch ein Scanverfahren in jhrer Existenz
nachgewiesen werden kdnnen. Das Verfahren eignet sich auch zur
Entnahme an sich nicht identifizierter Bestandteile.

(54) Title: PROCESS AND DEVICE FOR SELECTIVELY EXTRACTING COMPONENTS FROM COMPLEX MIXTURES
(54) Bezeichnung: VERFAHREN UND VORRICHTUNG ZUR GEZIELTEN ENTNAHME VON KOMPONENTEN AUS KOMPLEXEN

RCS-Selection einzelner Mikroorganismen
mit gezielter Fraktionlerung
(FCS-Molekl-Sortierung)
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Verfahren und Vorrichtung zur gezielten Entnahme
von Komponenten aus komplexen Mischungen

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur
Entnahme von einem oder wenigen Bestandteilen eines Systems,
eine Vorrichtung zur Durchfihrung des Verfahrens und dessen
Anwendungen.

Die funktionale Charakterisierung einzelner Molekile odexr
Molekiilkomplexe, Viren oder einzelner Zellen wird mit Hilfe
der in Rigler et al. (PCT/EP 94/00117) beschriebenen Ver-
fahren méglich. Es lassen sich mit dem beschriebenen Ver-
fahren Aussagen dariber erhalten, ob in einem komplexen
Gemisch einer Ldosung oder Suspension oder in einer zwei-
dimensionalen Schicht einzelne Moleklle oder Molekulkomplexe
in sehr kleinen Volumenelementen (< 1072 1) enthalten sind,
die bestimmte Wechselwirkungen mit definierten Zielmolekiilen
eingehen.

Fir viele analytische und synthetische Fragestellungen ist
es bereits von groffem Vorteil zu wissen, daff sich ein ge-
suchtes Molekiill in einer analysierten Mischung befindet.
Haufig stellt sich jedoch erfindungsgemaf zu 16sende Aufgabe,
das einmal als gewiinscht erkannte Molekil gezielt aus dem
Gemisch 2zu entfernen im Sinne einer praparativen An-
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reicherung, um z.B. Klonierungsschritte zu umgehen oder
vereinfachen zu kénnen. Eine weitere Aufgabe besteht bei
besonders verdiinnten Losungen einer Konzentration von 1072 M
in einem raschen Auffinden eines Volumenelementes als Teil
des Probevolumens, in dem sich ein Vertreter der gesuchten
Substanz befindet. Die gesuchte Substanz muf dabei keines-
falls bekannt sein. Bei der Suche nach unbekannten Pathogenen
oder Wirkstoffen sind eventuell nur Wechselwirkungen 2zu
bekannten Substanzen bekannt, oder es kénnen Wechselwirkungen
zu eventuell anwesenden Nachweismolekilen postuliert werden.

Zur Entnahme ganzer Zellen sind Verfahren und Vorrichtungen
beschrieben. Die entsprechenden Vorrichtungen sind als
Zell-Sorter bekannt. Es lassen sich aufgrund bestimmter
Parameter der Lichtstreuung oder Fluoreszenz z. B. bestimmte
Zell-Typen eines Blutbildes identifizieren und die Zellen
einer definierten Spezifikation auszdhlen. Die Zellen lassen
sich mit Fluoreszenzmarkierten Antikdrpern anfidrben und auf-
grund ihrer Oberflachen-Antigene differenzieren oder idber
Hybridisierungsverfahren (in situ) dber ihren Nukleinsdure-
gehalt klassifizieren. Nach einer Vereinzelung in Trdpfchen
werden die Zellen im Durchfluf analysiert und kénnen durch
gezielte elektrostatische Ablenkung einzelner Tropfen
selektiv ausgesondert bzw. fraktioniert werden. Entsprechende
Gerate werden kommerziell angeboten und sind fir klinische
Diagnostik und Forschung von grofler Bedeutung.
PCT/EP 93/03077 offenbart, wie aus einem kapillaren Fluf
einzelne, linear getrennte Volumenelemente separiert werden

konnen.

Die der Erfindung zugrundeliegende Aufgabe besteht darin,
ein Verfahren bereitzustellen, das es ermdglicht, aus einem
groferen Volumenelement eines Probenvolumens einer Ldsung
oder Suspension an definierten Raumkoordinaten, ein kleines
Volumenelement der LOosung oder Suspension zu entnehmen, wobei
dieses Volumenelement eine Zielsubstanz enthilt. Ein solches
kleines Volumenelement kann durch Einsatz wvon Analyse-
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verfahren definiert werden, wie sie in der Anmeldung Rigler
et al. (PCT/EP 94/00117) beschrieben sind. Hierbei wexrden
dufBerst kleine Mefvolumina als Teil eines grofieren, um-
gebenden Probevolumens analysiert, indem durch konfokale
Ausleuchtung eines Volumenelementes, Anregung durch das zur
Ausleuchtung verwendenten Lichts und/oder Registrierung
spezifischer Fluoreszenzsigﬁale auf die Anwesenheit be-
stimmter Inhaltsstoffe geschlossen wird. Die Ausleuchtung
kann alternativ z.B. auch durch die Methode der Nahfeld-
spektroskopie geschehen, wobei Blenden mit 6f fnungen ver-
wendet werden, die kleiner sind als die Wellenlange der ein-
gestrahlten elektromagnetischen Strahlung. Es soll die auch
Aufgabe geldst werden, aufgrund der spektralen Eigenschaften
einer gesuchten, nachgewiesenen Substanz, ein bestimmtes
Molekiil, ein MolekGlkomplex oder eine Zelle, diese gezielt

zu entnehmen.

Das erfindungsgemafe Verfahren kann in besonders vorteil-
hafter weise zum Nachweis bislang nicht identifizierter
unbekannter Pathogene oder Immunogene eingesetzt werden.
{unbekannter) Pathogene oder Immunogene kénnen charakteri-
siert und gegebenenfalls praparativ dargestellt werden. Eine
besonders vorteilhafte Vorgehensweise im Sinne der Erfindung
nutzt die Tatsache, daf® Pathogene sich nach erfolgter Infek-
tion eines Wirtsorganismus ‘zunachst vermehren, ohne durch
eine présente Immunabwehr daran gehindert zu werden. Erst
nach Ablauf einer bestimmten Periode etabliert die Immun-
abwehr eine humorale Immunantwort z. B. durch die Synthese
verschiedener Immunglobuline (vornehmiich IgM, gefolgt von
I1gG) und spiter eine zelluldre Immunantwort. Patienten mit
Verdacht auf eine erfolgte Infektion oder auf Kontakt mit
einem bisher unbekannten Pathogen oder Immunogen ohne Detek-
tierbarkeit bekannter Antigen-Eigenschaften bezlglich einer
Reaktion und Detektierbarkeit mit bekannten Antiseren/Anti-
kérpern, stellen das Ausgangsmaterial fir die Pathogeniso-
lierung dar. Zu einem spateren Zeitpunkt, in der Phase des
chronischen Erkrankungsstadiums, wird davon ausgegangen, daf
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sich inzwischen Antikérper gegen das vermeintliche Pathogen,
z.B. ein Virus, gebildet haben, der Virustiter dadurch
allerdings inzwischen stark erniedrigt ist. Seren aus diesem
Erkrankungsstadium dienen zur Prdparation der Immunglobuline.

Die Fraktion der Immunglobuline enthdlt im Normalfall nur
zu einem untergeordneten Pro.zentsat:z Antikbrper, die gegen
das unbekannte Pathogen gerichtet sind. Die Mehrzahl der
Antikdérper richtet sich gegen eine Vielzahl von nicht mit
dem gesuchten spezifischen Pathogen/Immunogen im Zusammenhang
stehenden Antigenstrukturen. Deshalb ist es schwieriger, das
Pathogen ilber den Immunkomplex durch Verwendung von Seren
eines einzigen Patienten zu charakterisieren.

Der gesuchte Immunkomplex laft sich jedoch durch Hinzuziehung

einiger erwarteter Charakteristika isolieren:

- Der Immunkomplex enthdlt den massenmidfiig bestimmenden
Hauptanteil eines Pathogens, dessen Beweglichkeit
zwischen der eines kleinen RNA Virus und der eines

Bakteriums liegt.

- Das Pathogen hat mehrere antigene Bindestellen, die mit
mehr als einem Farbstoff-markierten Antikdrper besetzt

sind.

In einer bevorzugten Vorgehensweise lassen sich (Figur 5)
die Antikérper aus zwei Patienten im Zustand der hypothetisch
chronischen Phase getrennt praparieren und mit unterschied-
lichen oder iuber Kreuzkorrelation unterscheidbaren Farb-
stoffen markieren. Es werden dabei die mindestens zwei
Patienten danach ausgewdhlt, daf3 eine hohe Wahrscheinlichkeit
besteht, dafl beide Patienten sich mit demselben Pathogen
infiziert haben. Da Pathogene in der Regel eine grofie Anzahl
der antigenen Determinante auf der Oberflache/Virushille
tragen, ist es wahrscheinlich, daf® die gebildeten Immunkom-
plexe nach der Reaktion mit einem Gemisch der unterschiedlich
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markierten Antiseren gleichzeitig die verschiedenen,

markierenden Farbstoffe aufweisen.

Experimentell wird vorgegangen, wie es in Figur 5 dargestellt
ist.

Detektion einzelner Bakterien iliber die Bindungsspezifitédten
von oberflachen-exprimierenden Bakterien

Fir eine grofe Anzahl wichtiger Anwendungen der modernen bio-
technologischen Forschung wire es &uBerst vorteilhaft und
effizient, kénnte in einem Verfahren anstelle der Detektion
eines funktionalen Biomolekiils in einem gegebenen Probe-
volumen die Detektion eines einzelnen Bakteriums oder eines
Virus mit funktionalen Oberflichenproteinen erfolgen. Der
entscheidende Vorteil liegt in der interessanten Kopplung
eines phanotypischen Expressionsproduktes, z.B. eines natur-
lichen oder eines rekombinanten Oberflachenproteins an dessen
genetischen Bauplan. Das Verfahren ist insbesondere im
Zusammenhang mit einem erfindungsgeméfen priparativen Einsatz
zu sehen, durch den als gewinscht bestimmte Zellen oder
Molekiilkomplexe aus einer Umgebung ausgesondert werden

kénnen.

Bestimmung und priparative Gewinnung der immunogenen Epitope
von Mikroorganismen

Das Genom von Mikroorganismen umfafit ca. 107 Nukleotide.
Durch Shotgun-Expression lassen sich mit dem beschriebenen
Verfahren subgenische Fragmente einer durchschnittlichen
Lange von 100 Aminosduren exprimieren‘. Unter Bertick-
sichtigung der Leserahmenvariation (Faktor 3) und eines
angenommenen nicht kodierenden Gegenstranges enthalten 108
rekombinante Bakterienklone jedes Segment ca. 100fach. 10®
rekombinante Bakterienklone sind in 1 ml einer Suspension
von 1 OD enthalten, die sich in ca. 24 Stunden mit dem
erfindungsgemifen Verfahren einzeln z.B. auf ihre Binde-
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eigenschaften mit IgE oder IgE tragenden Zellen aus einem
Allergie-Patienten untersuchen lassen. Erfindungsgemiff werden
die entsprechend charakterisierten Bakterien ausgesondert,
zumindest jedoch stark angereichert, biologisch expandiert
oder das entsprechende Genomsegment durch enzymatische
Amplifikationsverfahren amplifiziert und charakterisiert.

Falls ein entsprechendes Bakterium im Mefvolumenelement
detektiert wird, kann es erfindungsgemafs unmittelbar aus dem
Gemisch entfernt werden, indem das Bakterium/Molekiilkomplex
umgebende Volumenelement durch eine Kapillare abgesogen wird
oder der Molekiilkomplex durch Elektrophorese, Elektroosmose
oder Dipolinduktion abgetrennt wird (Figuren 1 und 2).

Ein der Erfinding zugrundeliegender Erfindungsgedanke ist,
daffi eine elektrisch, optisch oder mechanisch gesteuerte
Absaugvorrichtung eingesetzt wird, deren Offnungsdimension
groff ist gegenibexr dem Mefvolumen, aber klein gegeniiber der
Dimensionierung des Probevolumens, um das der Erfindung
zugrundeliegende technische Problem zu 16sen. Erfindungsgemifl
wird das elektrische, optische oder mechanische Pumpsystem
durch einen FCS-gesteuerten Impulsgeber gesteuert, so daB
ein kleiner Anteil des Probevolumens so von dem Gesamtvolumen
abgetrennt wird, daf® eine Rickdiffusion weitgehend ausge-
schlossen werden kann. Dies geschieht entweder durch
Elektrophorese, induzierte Dipolmomente, Elektroosmose,
mechanisch induzierte Druckspriinge oder durch Lichtdruck.

Das Verfahren erlaubt die Entnahme von einem oder wenigen
Bestandteilen eines Systems wie Molekiile, Molekilkomplexe,
Vesikel, Micellen, Zellen, gegebenenfélls eingebettet in
einem dazugehdrigen Volumenelement (Entnahmevolumen) V

(1071 = V 2 107*® 1). Dieses Volumenelement ist Teil eines
grofieren Volumens einer Umgebung, die die zu entnehmenden
kleinen Bestandteile enthdlt (Probevolumen). Die Entnahme
erfolgt durch Transfer des Bestandteiles oder der Bestand-
teile in eine andere Umgebung, wobei Ort und Zeit der Ent-



WO 95/35492 PCT/EP95/02344
-7 -

nahme durch ein mit dem zu entnehmenden kleinen Bestandteil
korrelierendes Signal einer Analyse festgelegt wird. Als
Analyseverfahren kommen solche Verfahren in Frage, bei denen
der molekulare Inhalt kleinster Volumenelemente (10 "% 1)
analysiert werden kénnen, wie dies durch das in der inter-
nationalen Anmeldung Rigler et al. PCT/EP 94/00117 beschrie-
ben ist. Das Probevolumen ist mit Aufnahmevorrichtung durch
eine Pore einer Kapillare oder einer Pore einer Membran-
wandung verbunden, deren engste Offnung D durch 100 um s D
=< 0,1 um gegeben ist.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird hierzu eine
Képillare eingesetzt, wie sie bei Neher et al., Methods in
Enzymology, Vol. 207, 3 - 14 beschrieben ist. Diese
Kapillare ist z.B. mit einer Foérdereinrichtung, wie eine
Pumpe verbunden, die in der Lage ist, das den Molekiilkomplex
umgebende Ldsungsvolumen abzuziehen. Erfindungsgemaft bevor-
zugt ist der Einsatz eines mechanisch, lichtdruck- oder
elektrisch gesteuerten Absaugsystems oder eines (Piezo/-
Solenoid-) -pumpen gesteuerten Dispensersystems.

Es lassen sich wmehrere Entnahmen in ein oder mehreren
Schritten in ein und dieselbe Aufnahmevorrichtung durch-
fiihren, wobei die einzelnen Entnahmevorginge jeweils unab-
hingig voneinander im Sinne eines Sammelvorganges erfolgen

kénnen.

In vielen Fallen ist die elektrisch gesteuerte Entnahme uber
einen gerichteten Transport des Volumenelementes durch
mindestens einen elektrischen Spannungs-oder Feldimpuls
bevorzugt. Andere Ausfihrungsformen arbeiten mechanisch durch
mindestens einen Druckdifferenzpuls und/oder durch mindestens
einen Lichtdruckpuls, in Richtung auf die Porendffnung mit
Verfahren, wie sie z.B. von Weber und Greulich, Int. Rev.
Cytol.‘, 1992, 133, pp. 1 - 41, publiziert wurden. Die Auf-
nahmevorrichtung kann eine Kapillare sein, deren Lumen

vorzugsweise grdRer ist als der Durchmesser der Pore oder
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Kapillarenspitze, deren Offnung mit dem Probevolumen in
direktem Kontakt steht. In durchgangig dinnen Kapillaren kann
Elektroosmose durchgefiihrt werden, wie es in der Kapillar-
elektrophorese lUblich ist, bei mechanischem Volumentransport
kénnte ansonsten der Strémungswiderstand unvorteil.haft grof

wexden.

Im Falle einer elektrisch vermittelten Entnahme wird vorzugs-~
weise der gewinschte Bestandteil im Mefivolumen gezielt Uber
einen elektrischen Feldimpuls ilber das mindestens einmalige,
kurzzeitige Anlegen eines elektrischen Feldes, zum Zweck
einer Elektrophorese elektrisch geladener Bestandteile
und/oder zum 2Zweck einer Elektroosmose mit gekoppeltem
Transport elektrisch neutraler Molekile, in die Aufnahme-
vorrichtung transferiert. Eine Elektrode kann dazu mit der
Losung auf Seiten des Probevolumens elektrisch leitend in
Kontakt gebracht, die andere Elektrode auf Seiten der Auf-
nahmevorrichtung elektrisch leitend mit der Losung in Kontakt
gebracht und der 1leitende Kontakt zwischen beiden Kom-
partimenten iber die Pore hergestellt werden. Bei der Ent-
nahme lber einen gezielten Druckpuls wird durch mindestens
einmalige kurzzeitige Erhbhung des Druckes im Volumen aufer-
halb des Aufnahmekompartimentes im Vergleich zum Druck
innerhalb des Aufnahmekompartimentes der gewinschte Transport
bewirkt und/oder durch eine kurzzeitige Druckminderung
innerhalb des Aufnahmekompartimentes. Hierbei haben sich an
sich bekannte Dispenser (Microdrop) oder Pump/Saugvorrichtun-
gen bewahrt (Solenoid-Pumpen, Schrittmotor-gesteuerte
Pumpen) . Damit konnen kleine Volumenelemente von s 1 nl aus
einem gréfieren Volumen einer LOsung oder Suspension durch
Transfer des kleinen Volumenelementes durch eine Pore eines
Durchmessers = 100 um in ein Aufnahmekompartiment trans-
feriert werden, wobei der Zeitpunkt und die Raumkoordinate
des Entnahmevorgang uber ein korreliertes Analysesystem wie
durch die Fluoreszenz-Korrelationsspektroskopie (FCS) ge-

steuert wird.
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Insbesondere durch einen Unterdruckpuls iber ein piezoge-
steuertes Dispensiermodul, dessen Fillvolumen sich innerhalb
des Aufnahmekompartimentes befindet und/oder durch einen
Druckpuls und/oder Unterdruckpuls wird bewirkt, dafl das
Volumen der Aufnahmevorrichtung vergrdofert wird oder das
Probevolumen zugunsten der Aufnahmevorrichtung verkleinert
wird. Erfindungsgemifi folgt der Transport in das Aufnahme-
volumen. Die GréRe des aufgenommenen Volumens wird Gber die
Anzahl der dispensierten Tropfen oder der Schrittmotor-
schritte oder tber die Linge und Intensitat des Lichtdruck-

pulses gesteuert.

Das Hardware-/Software-gekoppelte on line-arbeitende Analyse-
system triggert Gber das aufgenommene, korrelierende Signal
den Entnahmezeitpunkt. Die Entnahme erfolgt in dem Moment,
wenn sich der oder die zu entnehmende Partikel mit hoher
Wahrscheinlichkeit innerhalb des Entnahmevolumens befindet.
Dies muff nicht unbedingt anndhernd zeitgleich mit dem er-
haltenen positiven Analyseergebnis erfolgen. Wenn ein Mole-
kiil, Molekiilkomplex, Virus oder Zelle durch FCS als zu
entnehmender Bestandteil identifiziert wurde, besteht die
Mdglichkeit der direkten Entnahme oder einer spateren Ent-
nahme. Dabei wird die Annahme 2zugrundegelegt, dafl der
jeweilige zu entnehmende Bestandteil

- entweder kurz nach der erfolgten Messung durch er-
zwungenen Transport wie beschrieben oder elektro-
phoretische Wanderung sich zu einem definierten Zeit-
punkt an einem bestimmten Ort aufhilt und da gemaR
Figuren 1 und 2 elektrophoretisch oder mechanisch
praparativ abgetrennt werden kann, oder

- ohne erzwungene Translation sich noch in der Nahe des
Detektionsvolumens aufhalt, aus dem der Bestandteil
elektrophoretisch, optisch durch Lichtdruck oder
mechanisch abgetrennt werden kann. '
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Handelstibliche Zellsortierer sind mit einem System zur Ver-
einzelung von Zellen nach vorheriger Analyse ausgestattet,
das sich erfindungsgemidf mit dem analytischen Verfahren der
Fluoreszenzkorrelations-Spektroskopie koppeln 14Rt. Ublicher-
weise werden Zellen in einem Flussigkeit ummantelten, kapil-
laren FluR durch eine Kivette geleitet, die mit einer konven-
tionellen FluoreszenzmefRvorrichtung und/oder einer Licht-
streumefivorrichtung gekoppelt ist. Im definierten rdumlichen
und zeitlichen Abstand nach der Mefvorrichtung wird am Ende
der Kapillare durch eine angelegte kontinuierliche Schallfre-
quenz fir eine:normierte und kontinuierliche Zerteilung des
diinnen Flussigkeitsstrahles in einzelne austretende Trdpfchen
gesorgt. Im Falle, daf® eine Zelle eines gewiinschten Zelltyps
die Kavette passiert, befindet sich diese Zelle nach einer
definierten Zeit in einem dieser Tropfchen, das nach der
Vereiﬁzelung durch ein gekoppeltes Signal z.B. mittels eines
Puls im elektrostatischen Feld gezielt aus seiner Flugbahn
abgelenkt werden kann und so in einer separaten Aufnahmevor-
richtung abgetrennt werden kann. Der Nachteil der Methode
liegt darin begriindet, daf im stromenden Fluf nur ein in-
tegrales Fluoreszenzsignal im Sinne einer reinen Intensitdats-
messung erhalten werden kann. Im Gegensatz dazu ermdglicht
die erfindungsgemafe Kopplung mit der Methode der Fluores-
zenzkorrelations-Spektroskopie in kleinen Volumenelementen,
eine Differenzierung der erhaltenen Fluoreszenzsignale nach
Zugehorigkeit zu unterschiedlichen Molekiilgrdfien und Molekil-
beweglichkeiten. Dies ist erforderlich, um z.B. Rezeptor-
gebundene Liganden von anwesenden freien Liganden zu unter-
scheiden. Erfindungsgemafl wird die Methode der fluoreszenz-
korrelations-spektroskopischen Nachweistechnik von fluores-
zierenden Partikeln wie Molekiilen, Vesikeln, Zellen oder
Molekilkomplexen im mechanisch induzierten, kapillaren Fluf
mit einer gezielten Sortiervorrichtung durch eine Pore

eingesetzt.

Der eigentliche Trennvorgang kann hierbei nach dem Durchtritt

einzelner Volumenelemente durch die Pore stattfinden, indem
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nach definierter raumlicher und zeitlicher Korrelation die
positiv registrierten Mefvolumina mit einem 2zugehdrigen
Volumenelement in getrennte Aufnahmevorrichtungen tberfihrt
werden.

In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform kann dexr FCS-
Mefvorgang auch vor dem Austritt aus der Pore einer Kapil-
larenspitze erfolgen, die mit einer Mikrodispensiervorrich-
tung gekoppelt ist und wobei durch verschiedene mechanische
oder Feld-induzierte Ablenkungen kleine Mefvolumina mit einem
zugehdrigen Volumenelement der Umgebung als Trépfchen in
verschiedenen Aufnahmevorrichtungen aufgefangen werden.

Insbesondere erfolgt die zeitliche und/oder ortsspezifische
Korrelation zwischen einer Analyse eines Subvolumens des
Probevolumens (Mefvolumen) innerhalb des Volumenelementes
V und einer Entnahme eines gewiinschten Bestandteiles durch
Entnahme des Volumenelementes V Hardware-/Software-gestitzt.
Sie wird vorgenommen, wobei sich mindestens ein Bestandteil,
das im Volumenelement V positiv identifiziert wurde, beim
Entnahmevorgang im aufgenommenen Volumenelement V befindet.
Dabei wird die Pore der Aufnahmevorrichtung mechanisch an
das Volumenelement herangefihrt und/oder das Volumenelement
V oder Bestandteile davon mit vorbestimmter zeitlicher
Korrelation Qiber einen Transport im Fluf oder tber elektro-
statische oder magnetische Feldgradienten odexr Bestandteile
davon an die Pore des Aufnahmekompartimentes mit zeitlicher
Korrelation transportiert. Die Analyse kann auch unmittelbar
vor der Pore des Aufnahmekompartimentes erfolgen. Vorzugs-
weise ist das Subvolumen (MeSvolumen) kleiner als das
Volumenelement V. Damit wird die Wahrscheinlichkeit erhoht,
daR der positiv identifizierte Bestandteil entnommen wird,
bevor er sich zu weit aus seinem Meffivolumen entfernt hat.

Das Analyseverfahren muff bestimmte Anforderungen erfillen,
um im Verfahren eingesetzt werden zu kénnen. Das zum Ent-
nahmevorgang korrelierende Signal wird z. B. uber ein
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optisches Analysesystem ermittelt, das spezifische Molekil-
eigenschaften in kleinen Volumenelementen von < 107 1
analysieren kann. Dies geschieht vorzugsweise durch Analysen-
systeme auf der Basis der konfokalen Laser-Korrelations-
spektroskopie oder Fluoreszenzkorrelationsanalytik auf der
Basis der Nahfeldspektroskopie, dessen Signal on line und
Software-gesteuert zeitlich einen gezielten Entnahmevorgang
steuert. Gekoppelte Analyse- und Entnahmevorgange lassen sich
erfindungsgemafs kaskadenfdrmig aneinanderreihen, wobei die
aufgenommenen Probenvolumina mit oder ohne Verdinnungsschritt
nachfolgend wiederum einer Analyse ausgesetzt werden und
wiederum in angereicherter Form durch eine zweite und/oder
weitere Entnahmeeinheit nach erfolgter Analyse entnommen

werden.

Es lassen sich solche Bestandteile entnehmen, die mit
mindestens einem Reaktionspartner einen Komplex bilden, der
spektroskopisch erfaft werden kann (indirekt) oder selbst
hinreichende Fluoreszenzeigenschaften (direkt) aufweisen.

Von besonderem Interesse ist das Verfahren in Kombination
mit der erfindungsgemifen Vorgehensweise zur Entnahme noch
nicht identifizierter (unbekannter) Pathogene. Ziel ist die
Vermehrung eines isolierten Pathogens in vivo oder die
Vermehrung des genetischen Materials des Pathogens oder

* Teilen davon in vitro durch Amplifikation der enthaltenen
Nukleinsdure im Sinne eines Shot-Gun Verfahrens und
Charakterisierung uber Sequenzierung.

Bedeutsam ist auch die gezielte Entnahme von Bestandteilen,
die bislang beziliglich ihrer molekularen Natur nicht bekannt
sind, wie Molekiile, Zellen, Vesikel, Molekilkomplexe, die
sich funktionell z. B. Uber eine enzymatische Wirkung oder
eine Komplexbildung identifizieren lassen.

Wie in Figur 5 skizziert werden erfindungsgemiff unbekannte
Partikel, wie Pathogene oder Immunogene, entnommen, indem
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Seren von mindestens einem Organismus gewonnen werden, der
mit dem nicht identifizierten Pathogen infiziert ist. Dabei
wird mindestens ein Serum (Serum 1) aus der Phase einer
akuten Infektion durch das bislang unbekannte Pathogen oder
Immunogen gewonnen und mindestens ein weiteres Serum (Serum
2) aus demselben oder mindestens einem weiteren Organismus
mit gleicher oder homologef Infektion aus der Phase der
chronischen Infektion gewonnen. Das unbekannte Pathogen oder
Immunogen aus Serum 1 wird mit mittelbar oder unmittelbar
Fluoreszenz-Farbstoff-markierten Antikdrpern aus Serum 2 zur
Komplexbildung gebracht und der gebildete Komplex gemessen.
Von Bedeutung ist in diesem Zusammenhang die Kreuzkorre-
lation, wie in PCT/EP 94/00117 beschrieben, uber die z.B.
die gleichzeitige Bindung verschieden fluoreszierender
Liganden wie Antikérper aus unterschiedlichen Organismen
gemessen werden kann. Die Markierung von Antikorpern kann
unmittelbar Uber mindestens eine Reaktion mit kopplungs-
fahigen Farbstoffen oder mittelbar durch Reaktion mit Farb-
stoff-markierten, Antikdrper-Bindedoménen, insbesondere
Protein A-Derivaten oder Protein G-Derivaten erfolgen. Die
nicht idenfizierten pathogenen Bestandteile kénnen sich als
an sich bekannte Mikroorganismen herausstellen. Als Merkmal
werden spezifische Wechselwirkungen oder enzymatische Aktivi-
titen mit Fluoreszenz-markierten 2Zielmolekilen zu ober-
flachen-exprimierten oder cytosolisch-exprimierten Struktur-
elementen natirlicher oder genetisch rekombinierter Proteine
oder Peptide detektiert.

Das erfindungsgemife Verfahren kann die Erfassung von Mole-
kilen in sehr niedriger Konzentration bewirken. Zum Beispiel
kann das Scanning von foetalen Zellen im miitterlichen Blut
durchgefﬁhrt werden. Mit der erfindungsgemafien Methode lassen
sich sehr niedrige Konzentrationen (< 107'2M) fluoreszieren-
der Molekiile bestimmen. Das Verfahren kann jedoch unprak-
tikabel werden, wenn 2zu lange bei unverdnderten Raum-
koordinaten zur Festlegung eines oder mehrerer Mefivolumen
gewartet wérden muf, bis ein gesuchtes Molekil das Raum-
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element des Meffvolumens passiert. Dieses Problem stellt sich
auch bei hdéheren Konzentrationen ein (> 1072 M), wenn die
Diffusionszeiten sehr klein sind, wie dies z.B. bei Zellen
und zellgebundenen Molekiilen der Fall ist. In solchen Fallen
kann das erfindungsgemafie Verfahren so modifiziert werden,
daf} dem eigentlichen MeRfverfahren ein Scanning-Prozefl vorges-
chaltet ist, bei dem solange die Raumkoordinaten in zeitlich
kontinuierlicher Mefitechnik oder zeitlich diskontinuierlicher
MefRtechnik variiert werden, bis ein Signal der gewinschten
Qualitat erfaflt wird. Dies kann z. B. das gemeinsame Auf-
treten einer korrelierten Fluoreszenz mit zwei verschiedenen
Emissionen bei Verwendung der Kreuzkorrelationsmethode sein.
Ist ein Signal erfaft, wird der FCS-Mefvorgang gestartet.
Die Dauer eines Scanning-Vorgangs kann weniger als eine
Millisekunde pro Mefvorgang betragen. Schon dann ist fest-
stellbar, daff das tgescannte" Mefivolumen oder die parallel
vermessenen Merolﬁmina den gesuchten Bestandteil nicht
beinhalten. Bei dieser Vorgehensweise ist zu beachten, daf
die durchschnittlichen charakteristischen Diffusionszeiten
in ihrer absoluten Gré8e auf berechenbare Weise beeinflufit
werden. Dies geschieht zum Beispiel so, da fixierte Molekile
(z.B. auf fixierten Bakterienzellen) direkt und ausschlief-
lich die zeitliche Variation der relativen Verdnderung der
Raumkoordinaten des Mefvolumens im Vergleich zu den Ko-
ordinaten des Probevolumens wiedergeben, oder bei beweglichen
kleinen Molekilen und sprunghafter Veranderung der Raumko-
ordinaten ca. die Hilfte der durchschnittlichen Aufenthalts-
dauver, da die Moleklille sich bei Beginn des Mefvorgangs

bereits innerhald des MefSvolumens befinden.

Scanning-Prozesse, die der eigentlichen Messung vorgeschaltet
sind, erlangen dann Bedeutung, wenn z. B. Zellpopulationen
analysiert werden sollen, wobei nur ein Bruchteil der Zellen
Molekile oder Molekulkomplexe die die Entnahme bestimmenden
Eigenschaften tragen. Dies ist z.B. bei der Analyse evolutiv
hergestellter Mutantenpopulationen rekombinanter Zellen der
Fall, aber auch bei der Analyse mitterlichen Blutes auf die
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Anwesenheit kindlicher, kernhaltiger Erythrozyten, die auf
bestimmte Erbanlagen oder Chromosomenanomalien analysiert
werden sollen.

Das Verfahren eignet sich fiir eine Methode, die im folgenden
als funktionale Genextraktion bezeichnet wird. Gemeint ist
die Herstellung genetischer Sonden zur Auffindung/Detektion/-
Klonierung spezifischer Funktionen, die auf einem Gesamtgenom
oder in einer cDNA-Bank kodiert sind. Anwendungsbeispiele
sind die funktionale Genomanalyse durch Verwendung von
Phagen- oder Bakterien-Displaysystemen, sowie entsprechende
Anwendungen in der evolutiven Biotechnologie. In beiden
Beispielen geht es um die Detektion und gezielte Selektion
von Zellen oder Phagen mit spezifischen Bindungseigenschaften
zu bestimmten Liganden vor einem Hintergrund nicht-reagieren-
der Phagen oder Bakterien.

Die Anzahl durchgemusterter Volumenelemente steigt somit
erheblich. In Kombination mit der Kreuzkorrelation lassen
sich somit im us- bis Nanosekundenbereich im Einzel und
Multiarraybetrieb viele Volumenelemente durchmustern. Die
Verschiebung wird nur unterbrochen, wenn sich im erfaften
Volumenelement z.B. verschiedenfarbige miteinander korre-
lierte Signale nachweisen lassen. Liegt diese Situation vor,
konnen stoffliche Parameter der Bestandteile, z.B. die Trans-
lationsdiffusion, bestimmt werden. Diese Zeit ist um ein 2zu
errechnendes Zeitelement (ca. 50%) statistisch kurzer,
verglichen mit dem Fall, daf® ein Teilchen in das Volumen-
element von sich aus oder durch erzwungene Diffusion ein-
dringen muff. Ist ein Teilchen einmal erfaft, kann es auch
durch Scanning der unmittelbaren Umgebung ein zweites Mal
erfaf’t werden.

Erfindungsgemdff kann das Mefivolumen sich aus parallel ausge-
leuchteten Untermefivolumina zusammensetzen, indem die gleich-
zeitige Ausleuchtung mehrerer Mefivolumina durch mindestens
eine Strahlenquelle fiir elektromagnetische Strahlung durch
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Verwendung mindestens eines holographischen Gitters zur

Erzeugung mehrerer Volumenelemente erfolgt.

Die parallele Ausleuchtung mehrerer Volumenelemente mit
konfokaler Optik ist in DE 40 35 799 beschrieben. Parallele
Ausleuchtung von Mefvolumina, deren relative Abstande im
sub-pum-Bereich liegen, gelingt durch die beschriebenen
Vorrichtungen nicht oder nur unbefriedigend. Die -im er-
findungsgemifRen Verfahren bereit zustellenden Ausleuchtungen
mit einer Dimensionierung im unteren pm-Bereich und darunter
gelingen durch Verwendung holographischer Gitter.

Umfangreiche Arrays kleiner Volumenelemente kdnnen durch
Einsatz holographischer Gitter ausgeleuchtet werden. Die
Mefivolumina werden erfindungsgemidffi konfokal entweder uber
die Verwendung mehrerer Lochblenden in Obj ektebene, durch
Positionierung von Multiarraydetektor-elementen in Objekt-
ebene oder durch Einsatz von Lichtfaserbiindeln mit Ein-
kopplung des Lichtes in Objektebene und Ubertragung auf
Photonen-Detektoren auf Fluoreszenzeigenschaften darin

enthaltener Molekiile vermessen.

Bei der hochparallelisierten Ausleuchtung von kleinen
Volumenelementen stellt sich das Problem der Registrierung
der emittierten Fluoreszenzsignale aus den einzelnen Volumen-
elementen. In der Patentanmeldung PCT/EP 94/00117 ist be-
schrieben, dal es mdglich ist, parallel kleine Raumelemente
auszuleuchten und die jeweiligen Fluoreszenzsignale in-
dividuell durch die Verwendung konfokaler Lochblendensysteme
in Objektebene auf Multiarraydetektoren abzubilden oder die
Signale an der Position und anstelle der Lochblenden in
Lichtleiter einzukoppeln und auf Detektorelemente zu leiten
oder die Multiarraydetektoren anstelle und in dexr Position
der der Lochblenden selbst zu positionieren. Es wird auch
die Méglichkeit beschrieben, ein grdReres Volumenelement
auszuleuchten und mit den oben beschriebenen konfokalen,
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parallelen Abbildungen kleiner Untervolumenelemente zu kom-

binieren.

Bei hoher Parallelisierung werden jedoch die Anforderungen
an die Anzahl der Detektorarrays sowie an den mit der
parallelen Verarbeitung auflaufenden Daten verbundenen
Rechenaufwand erheblich. Erfindungégeméﬁ werden diese
Probleme dadurch gelést; dafl in einer weiteren Form der
Kopplung kleiner, parallel ausgeleuchteter Raumelemente mit
einer Registriervorrichtung die Signale iiber mehrere Raum-
elemente hinweg integriert erfaft werden. Diese Vorgehens-
weise ist insbesondere bei solchen Anwendungen von Nutzen,

bei denen

- eine Vielzahl von Volumenelementen durchgemustert
werden sollen, .

- der Rechenaufwand zugunsten der eingesetzten Rechen-
kapazitdt und der Rechendauer minimiert werden soll,

- die Anzahl der pro Messung erfaften Volumenelemente und
somit das vermessene Gesamtvolumen maximiert werden
soll,

- Signale von Molekilen, Molekilkomplexen oder Zellen
in hoher Verdinnung analysiert werden sollen,

- die Prizision der ortsaufgeldsten Erfassung von unter-
geoxrdneter Bedeutung ist, )

- die Anzahl der ausgesandten Lichtquanten wahrend der
Diffusion durch ein einzelnes Raumelement £flir eine
Korrelation ausreichend ist.

Erfindungsgemif werden mindestens zwei Mefvolumina bei der
Signalregistrierung in Objektebene gemeinsam oder in Gruppen
zusammengefaft auf mindestens ein Detektorelement eines
photonenregistrierenden Meflsystems konfokal abgebildet.

Zur Erfassung fluoreszierender Molekule in sehr niedriger
Konzentration wird das Probevolumen erfindungsgemaff vor der
eigentlichen Messung und Entnahme mindestens eines Bestand-
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teiles einem Scanning-Prozeff unterworfen, wobei durch kon-
tinuierliche oder diskontinuierliche zeitliche Variation der
Raumkoordinaten des Mefvolumens, relativ zu den Raum-
koordinaten des Probevolumens, die Zeit zur Erfassung eines
gesuchten Teilchens verkiirzt wird. Das Zeitintervall 6t fur
die Messung eines oder mehrerer Volumenelemente mit de-
finierten.Raumkoordinaten'vor.einex'Erfassung eines gesuchten
Molekiils tiber sein Fluoreszenz-Mefisignals ist dabei- kirzer
als die durchschnittliche Aufenthaltsdauver des gesuchten

Molekiils innerhalb eines Mefvolumens.

Vorrichtung zur Durchfiihrung des Verfahrens ist dadurch
gekennzeichnet, daff eine Pore einer pordsen Aufnahmevor-
richtung dicht an das optische Mefvolumen herangefiihrt wird
und die Aufnahmevorrichtung mit einer mechanisch, optisch
oder elektrisch steuerbaren Entnahmevorrichtung verbunden
ist. Sie umfaflt die Anordnung eines geschlossenen oder
offenen Behdltnisses 2zur Aufnahme eines Probevolumens,
gekoppelt mit einer Mefvorrichtung zur Ausleuchtung und/oder
Messung eines kleinen Volumenelementes (Mefvolumen) durch
elektromagnetische Strahlung und mindestens einer Verbindung
zu mindestens einem zweiten Volumenelement in einer Aufnahme-
vorrichtung, das mit dem Probevolumen durch eine Offnung in
direktem Kontakt tUber eine fliissige Phase steht, wobei die
Offnung dem Mefvolumen vorzugsweise raumlich unmittelbar

benachbart ist.

Das erfindungsgemife Verfahren findet besondere Verwendung
zur praparativen Gewinnung unbekannter Pathogene, Immunogene
oder Organismen, die Teile eines Genoms funktional expri-
mieren, sowie zur Analyse und praparativen Gewinnung kern-

haltiger foetaler Zellen aus mitterlichem Blut.

Derartige Probleme stehen im Zusammenhang mit Verfahren zur
evolutiven Optimierung von Peptiden und/oder Proteinen durch
Einsatz von Mutagenese-Verfahren und Selektions-Verfahren,

wie sie beispielsweise in der internationalen Patetnanmeldung
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PCT/EP 94/00117 vorgeschlagen werden. Es lassen sich ca. 10°
Bakterien in ihren Bindungseigenschaften zu spezifischen
FParbstoff-markierten Substanzen innerhalb wvon 24 Stunden
durchmustern z.B. auf die Anwesenheit eines Bakteriums, das
ein Oberflachenprotein/Peptid exprimiert, das die Fahigkeit
besitzt, mit dem Zielmolekil von vorgegebener Konzentration
in Wechseiwirkung zu treten. Das entsprechende Bakterium ist
aus einem solchen Reaktionsansatz mit herkémmlichen Methoden
klonierbar bzw. mit dem erfindungsgemifen Verfahren direkt
isolierbar.

Ein weiteres bedeutendes Anwendungsfeld ergibt sich aus dem
sogenannten Genomprojekt zur funktionalen Kartierung von Gen-
segmenten aus genomischen Banken, cDNA Banken oder Banken
subgenischer Strukturelemente (Shape Space). Auf diese Weise
lassen sich genomische und/oder subgenomische Segmente aus
umfangreichen Kollektiven in ihrer Funktion, z.B. ihrem
funktionalen Bindeverhalten zu Zielmolekilen bestimmen.

Die Verwendung der beschriebenen Methodik der funktionalen
Zuordnung genetisch kodierter Peptidsegmente kann insbe-
sondere in der allergologischen Forschung grofie Bedeutung
erlangen. Die Zuordnung von immundominanten Epitopen auf
Allergenen (z.B. Aspergillus, Milchprotein, alpha-Amylase)
ist von auferordentlich grofer Bedeutung und bislang ein
schwer zu ldsendes Problem. Typische Probleme der Praxis

sind:

- Bestimmung dexr IgE-bindenden Molekiile aus einem zumeist
undefinierten Substanzgemisch. Bedeutsam ist beispiels-
weise die Beantwortung der Frage, welche Bestandteile
des Sojalecithins immunogen sind, die Reinsubstanz
allein, die Reinsubstanz in ihrer Wechselwirkung mit
Verunreinigungen des Priparates oder die Wechselwirkung
mit Strukturen des Empfangerorganismus. Erfindungsgemaf’
lassen sich die unterschiedlichen immunogenen Sub-
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stanzen in der Mischung mit markiertem IgE aus

Patienten differenzieren.

- Durch Expression subgenischer Gensegmente lassen sich
- mit dem oben genannten Verfahren die immun-
dominanten Epitope eingrenzen, charakterisieren

und praparativ darstellen. Mit diesen Ergebnissen

lassen sich

- mit den in DE 41 12 440 C2 beschriebenen Methoden
evolutiv analoge, funktionale Molekiile erzeugen,
denen die entsprechenden Immundominanten Regionen
fehlen, z.B. eine abgeschwacht immunogene alpha--
Amylase oder Waschmittel-Proteasen,

- die spezifischen Epitope nach Standardmethoden einfach
gentechnisch darstellen und als reine Nachweis-
reagenzien einsetzen oder zur Desensibilisierung ver-

wenden.

Durch das erfindungsgemife Verfahren lassen sich bestimmte
Aufgaben 1l6sen, die bislang nicht oder nur durch unver-
hialtnismifig grofRen Aufwand 1é6sbar gewesen sind.

- Screening von pharmakologisch aktiven Substanzen uber
die Bindung bekannter Fluoreszenz-markierter Liganden
an an sich unbekannte Rezeptoren, die sich auf Zellen
oder nattirlichen oder kiunstlichen Vesikel-Strukturen

befinden koénnen.

Es gibt nattrliche und chemisch synthetisierte Wirkstoffe
mit pharmakologischer Wirksamkeit, deren Zielmolekiile nicht
bekannt sind. Die Zielmolekiile kébnnen dabei extrazellulare
Molekiile sein (z.B. Protease-Hemmer), Oberflachen-Membran--
Rezeptoren (z.B. Insulin), loésliche Rezeptoren als Mediatoren
(steroidhormonbindende Rezeptoren) oder zelluldre ldsliche
Strukturproteine oder Enzyme.
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Erfindungsgemdfs 1aRt sich somit die aduferst wichtige Aufgabe
l6sen, zu einem bekannten Wirkstoff das pharmakologisch
wichtige Zielmolekil zu finden, zu charakterisieren und
gegebenenfalls zu prdparieren:

- Orphan-Rezeptor-Suche

- Aufklarung pharmakologischer Wirkmechanismen

- Suche nach analogen Wirkstoffen

- Suche und Differenzierung unterschiedlicher Rezeptor-
molekile, vorzugsweise in differenzierbaren bio-
logischen Targets (unterschiedliche Zelldifferen-
zierung, Tumor/non-Tumor), krankheitsassoziiert - nicht
krankheitsassoziiert etc.

Legende der Fiquren

FPigur 1
{Moleklilsammler)

Die schematische Zeichnung beschreibt das Prinzip der Vor-
richtung, bei der durch eine Pore, die die offene Verbindung
zwischen den Kompartimenten A und B darstellt, durch einen
Druck- oder Unterdruckpuls oder einen elektrischen Puls die
Inhaltsstoffe aus einem kleinen Volumenelement aus dem
Kompartiment A in ein Kompartiment B Uberfihrt werden kann.
Ein Teil dieses Volumenelementes ist das dunkel symbolisierte
Meftvolumen von < 10°1% 1 unmittelbar vor der Pore, in dem die
FCS-Analyse stattfindet. Eine Zelle oder ein makromolekularer
Komplex 14ft sich auch durch einen entsprechend gerichteten
Lichtdruck mittels eines Laserpulses erreichen, der senkrecht
zum Porendurchmessér erfolgt und zum Transport eines als
gewinscht erkannten Komplexes in die Aufnahmevorrichtung des
Kompartiment B gefihrt werden kann.
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Figur 2

(FCs-Selektion einzelner Mikroorganismen mit gezielter

Fraktionierxrung)

Die Figur zeigt die erfindungsgemidfe FCS-Selektion einzelnér
Mikroorganismen mit gezielter Fraktionierung aus einem
kontinuierlich oder diskontinuierlich bewegten Probevolumen.
Das FCS-Mefvolumen befindet sich unmittelbar vor der Offnung
einer kapillaren Pore und ist durch die schraffierte Saule
im Fokussierungskegel der FCS-Laserausleuchtung oder Nahfeld-
ausleuchtung gekennzeichnet. Jeweils in kosekutiven Schritten
lassen sich rechnergesteuert als positiv identifizierte
Mefvolumina gemeinsam mit einem umgebenden Volumen aus der
Probevorrichtung in die Aufnahmevorrichtung trasportieren.
Dies gelingt z. B. durch AnschluB einer Microdrop-Dispenser-
Vorrichtung oder z.B. in einfacher Ausfihrung durch An-
kopplung einer schrittmotorgesteuerten Spritze (nl-Aufnahme/
Schritt) oder einen elektrischen Puls. So kdénnen wéhrend
einer Messung mehrere Volumenelemente in der Aufnahmevor-

richtung akkumuliert werden.
Figur 3
{Kaskadenanreicherung)

Durch serielles Aneinanderschalten von Trennvorrichtungen,
wie sie in Figqur 2 beschrieben sind, 1a8t sich die Trenn-
leistung steigern. Dies ist beispielsweise bedeutungsvoll,
wenn aus einem hochkomplexen Gemisch (101? Partikel) von z.
B. rekombinaten Bakterien oder Phagen in hoher Konzentration
einzelne Partikel moglichst hintergrundsfrei ausgesondert

werden sollen.
Figur 4

(FCS-Selektion einzelner Mikroorganismen)
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Die Abbildung beschreibt eine Vorrichtung, mit der Bakterien
aus Gemischen ausgesondert werden kdénnen, die bestimmte,
durch FCS zu messende Eigenschaften exprimieren. Es wird
einem kapillaren Fliefisystem ein zundchst nicht induziertes
Bakteriengemisch zugefihrt. In einer Mischkammer wird bei-
spielsweise IPTG als ein expressionsinduzierendes Reagenz
zugefuhrt. Nach hinreichend langer Flufzeit wird dem Ex-
pressionsprodukt ein Assay-System mit Markermolekilen zu-
gefihrt, die sich anschlieflfend an einer definierten Position
in ihrer Wechselwirkung mit einem etwaigen Expressionsprodukt
messen lassen. Die Abbildung soll dariber hinaus andeuten,
daf ein positiv identifiziertes Mefvolumen auch an einer
raumlich und zeitlich entfernten Position abgenommen werden
kann, sofern die Raum/Zeit-Koordinaten in einem bekannten

und definierten Verhidltnis zueinander stehen.
Figur 5
(Nachweis und Praparation neuer Pathogene)

Die Abbildung demonstriert die erfindungsgemife Vorgehens-
weise bei der Selektion von unbekannten Pathogenen, die sich
durch Kreuzkorrelation mittels FCS detektieren lassen, wobei
die unterschiedlich markierten Antikérper, die gegen ein
bestimmtes Pathogen gerichtet sind, vorzugsweise aus unter-
schiedlichen Patienten stammen kdnnen.
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Ans riuche

Verfahren zur Entnahme von einem oder wenigen Bestand-
teilen eines Sytems wie Molekile, Molekilkomplexe,
Vesikel, Micellen, 2Zellen, gegebenenfalls mit einem
dazugehdrigen Volumenelement (Entnahmevolumen) V, 10~
9 » V 2 1018 1, aus einem grdfReren Volumen einer die
zu entnehmenden kleinen Bestandteile enthaltenen Um-
gebung (Probevolumen) durch Transfer des Bestandteiles
oder der Bestandteile in eine andere Umgebung, wobei
Ort und Zeit der Entnahme durch ein mit dem zu entneh-
menden kleinen Bestandteil korrelierendes Signal fest-
gelegt wird.

Verfahren gemidfs Anspruch 1, dadurch (gekennzeichnet,
da das Probevolumen mit der anderen Umgebung in Form
einer Aufnahmevorrichtung durch eine Pore einer
Kapillaré oder Membranwandung verbunden ist, deren
engste Offnung D durch 100 um < D s 0,1 um gegeben ist.

Verfahren gemidf Ansprichen 1 und/oder, dadurch gekenn-
zeichnet, daR mindestens eine Entnahme in ein oder
mehreren Schritten in ein und dieselbe Aufnahme-
vorrichtung erfolgt, wobei die einzelnen Entnahmevor-
génge jeweils unabhé&ngig voneinander nach Art eines

Sammelvorganges erfolgen.

Verfahren gema mindestens einem der Anspriche 1 - 3,
dadurch gekennzeichnet, daf die Entnahme Uber einen
gerichteten Transport des Volumenelementes durch min-
destens einen elektrischen Spannungs-oder Feldimpuls
erfolgt und/oder mechanisch durch mindestens einen
Druckdifferenzpuls und/oder durch mindestens einen
Lichtdruckpuls.
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Verfahren gemif mindestens einem der Anspriche 2 - 4,
dadurch gekennzeichnet, daff die Aufnahmevorrichtung
eine Kapillare ist, deren Lumen grofier ist als der

Durchmesser der Pore oder Kapillarenspitze, deren
Offnung mit dem Probevolumen in direktem Kontakt steht.

Verfahren gemidf mindestens einem der Anspriiche 1 - 5
dadurch gekennzeichnet, daff die Entnahme gezielt tdber
einen elektrischen Feldimpuls Uber das mindestens
einmalige, kurzzeitige Anlegen eines elektrischen
Feldes zum Zweck einer Elektrophorese elektrisch ge-
ladener Bestandteile und/oder zum Zweck einer
Elektroosmose mit gekoppeltem Transport elektrisch
neutraler Molekille erfolgt, indem eine Elektrode mit
der Lbsung auf Seiten des Probevolumens elektrisch
leitend in Kontakt steht und die andere Elektrode auf
Seiten der Aufnahmevorrichtung elektrisch leitend in
Kontakt steht mit der Loésung und der leitende Kontakt
zwischen beiden Kompartimenten uber die Pore herge-
stellt wird.

Verfahren gemidf mindestens einem der Anspriiche 1 - 6,
dadurch gekennzeichnet, daf die Entnahme gezielt idber
einen mechanischen Druckimpuls durch mindestens ein-
malige kurzzeitige Erhdhung des Driuckes im Volumen
auRerhalb des Aufnahmekompartimentes im Vergleich zum
Druck innerhalb des Aufnahmekompartimentes entsteht
und/oder durch eine kurzzeitige Druckminderung inner-
halb des Aufnahmekompartimentes.

Verfahren gemiaR Anspruch 7 dadurch gekennzeichnet, daf
der Unterdruckpuls durch ein piezo-gesteuertes
Dispensiermodul entsteht, dessen Fillvolumen sich
innerhalb des Aufnahmekompartimentes befindet und/oder
daf der Druckpuls und/oder Unterdruckpuls dadurch
erfolgt, daR durch vorzugsweise Schrittmotor gesteuerte
Hubanderung einer gekoppelten Kolbenspritzenvorrichtung



WO 95/35492 PCT/EP95/02344

10.

11l.

- 26 -

das Volumen der Aufnahmevorrichtung vergréfert wird
oder das Probevolumen zugunsten der Aufnahmevorrichtung

verkleinert wird.

Verfahren gemif mindestens einem der Anspriche 6 - 8,
dadurch gekennzeichnet, daf die Grofe des aufgenommenen
Volumens tiber die Anzahl der dispensierten Tropfen oder
der Schritte des Schrittmotors gesteuert wird.

Verfahren gemaf mindestens einem der Anspriche 1 - 9,
dadurch gekennzeichnet, daf das korrelierende Signal
den Entnahmezeitpunkt triggert, der in dem Moment
erfolgt, wenn sich das oder die zu entnehmende Partikel
mit hoher Wahrscheinlichkeit innerhalb des Entnahme-

volumens befindet.

Verfahren gemaf mindestens-einem der Anspriche 2 - 10
dadurch gekennzeichnet, daf die zeitliche wund/oder
ortsspezifische Korrelation zwischen einer Analyse
eines Subvolumens des Probevolumens (Mefivolumen) inner-
halb des Volumenelementes V und einer Entnahme eines
gewinschten Bestandteiles durch Entnahme des Volumen-
elementes V Rechner/Software-gestiitzt vorgenommen wird,
wobei sich mindestens ein Bestandteil, das im Volumen-

~element V analysiert wurde, beim Entnahmevorgang im

aufgenommenen Volumenelement V befindet, wobei die Pore
der Aufnahmevorichtung mechanisch an das Volumenelement
herangefiihrt wird und/oder das Volumenelement V oder
Bestandteile davon mit vorbestimmter zeitlicher Korre-
lation Uber einen Transport im Flufd oder Gber elektro-
statische oder magnetische Feldgradienten oder Bestand-
teile davon an die Pore des Aufnahmekompartimentes
zeitlich korreliert transportiert wird und/oder die
Analyse geometrisch unmittelbar vor der Pore des Auf-
nahmekompartimentes erfolgt.
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Verfahren gemdff Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet,
daR das Subvolumen (Mefvolumen) kleiner als das
Volumenelement V ist.

Verfahren gemdf mindestens einem der Anspriche 1 - 12,
dadurch gekennzeichnet, daf das korrelierende Signal
tber ein optisches Analysesystem ermittelt wird, das
spezifische Molekiileigenschaften in kleinen Volumen-
elementen von < 10°}* 1 analysieren kann, insbesondere
Analysensysteme auf der Basis der konfokalen Laser-
Korrelationsspektroskopie oder auf der Basis der
Nahfeldspektroskopie, dessen Signal on line und Soft-
ware gesteuert zeitlich einen gezielten Entnahmevorgang

steuert.

Verfahren gem3f mindestens einem der Anspriche 1 - 13,
dadurch gekennzeichnet, daff die gekoppelten Analyse-
und Entnahmevorgange kaskadenformig aneinandergereiht
werden, wobei die aufgenommenen Probenvolumina mit oder
ohne Verdinnungsschritt nachfolgend wiederum einer
Analyse ausgesetzt werden und wiederum in ange-
reicherter Form durch eine zweite und/oder weitere
Entnahmeeinheit nach erfolgter Analyse entnommen werden

kénnen.

Verfahren gemifs mindestens einem der Anspriiche 1 - 14,
dadurch gekennzeichnet, daff Bestandteile entnommen
wexrden, die mit mindestens einem Reagens einen Komplex
bilden, der spektroskopisch erfaffit werden kann.

Verfahren gemif mindestens einem der Anspriiche 1 - 15,
dadurch gekennzeichnet, daff Bestandteile entnommen
werden, die bislang nicht bezuglich jihrer molekularen
Natur bekannt sind, Molekiile, Zellen, Vesikel, Molekil-
komplexe, die sich uber eine Wechselwirkung mit be-
kannten Strukturen oder Wirkungen wie enzymatische
Wirkung oder eine Komplexbildung identifizieren lassen.
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Verfahren gemaff Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet,
daff die unbekannten Partikel Pathogene oder Immunogene
sind, die gezielt entnommen werden, indem Seren von
mindestens einem Organismus gewonnen werden, wobei
mindestens ein Serum (Serum 1), aus der Phase einer
akuten Infektion durch ein auch bislang nicht identi-
fiziertes (unbekanntes) Pathogen oder Immunogen ge-
wonnen wird und mindestens ein Serum (Serum 2) aus
demselben oder mindestens einem weiteren Organismus mit
gleicher oder homologer Infektion aus der Phase der
chronischen Infektion gewonnen wird, wobei das auch
unbekannte Pathogen oder Immunogen aus Serum 1 mit
mittelbar oder unmittelbar fluoreszenz-markierten Anti-
kdrpern aus Serum 2 zur meffbaren Komplexbildung ge-
bracht wird.

Verfahren gemaff mindestens einem der Anspriche 16 - 17
dadurch gekennzeichnet, daff Gber Kreuzkorrelation die
gleichzeitige Bindung von Liganden mit unterschied-
lichen Fluoreszenzsignalen, z. B. markierte Antikdrper
aus unterschiedlichen Organismen, bestimmt wird.

Verfahren gemafs mindestens einem der Anspriche 16 - 18,
dadurch gekennzeichnet, daf die Markierung der Anti-
kdédrper unmittelbar tber mindestens eine Reaktion mit
kopplungsfihigen Farbstoffen oder mittelbar durch
Reaktion mit Farbstoff-markierten, Antikorper-Binde-
domianen, insbesondere Protein A-Derivaten oder Protein
G-Derivaten erfolgt.

Verfahren gemdf mindestens einen der Anspriiche 1 - 19
dadurch gekennzeichnet, daff die auch unbekannten
Partikel an sich bekannte Mikroorganismen, oder Vesikel
sind, wobei als Merkmal spezifische Wechselwirkungen
oder enzymatische Aktivitdaten mit fluoreszenz-markier-

ten Zielmolekiillen 2zu oberflachen-exprimierten odexr

cytosolisch-exprimierten Strukturelementen natlrlicher
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oder genetisch rekombinierter Proteine oder Peptide
detektiert werden.

Verfahren gemaf mindestens einem dexr Anspriiche 1 - 20,
dadurch gekennzeichnet, daff das Mefivolumen sich aus
parallel ausgeleuchteten Untermefivolumina zusammen-
setzt, wobei die gleichzeitige Ausleuchtung mehrerer
Mefvolumina durch mindestens eine Strahlenquelle fir
elektromagnetische Strahlung durch Verwendung
mindestens eines holographischen Gitters erfolgt.

Verfahren gemdf Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet,
daff die Registrierung von Fluoreszenzsignalen aus

" mindestens einem Mefvolumen durch konfokale Abbildung

23.

durch Verwendung einer Mehrzahl konfokaler Lochblenden
in Objektebene oder Einkopplung der Signale in Licht-
leiter in der Objektebene oder durch Multiarray-
detektoren in Objektebene erfolgt.

Verfahren gemdf mindestens einem der Anspriche 21 - 22,
dadurch gekennzeichnet, daff zur Durchfihrung paralleli-
sierter Messungen an mindestens zwei Mefvolumina bei
der Signalregistrierung in Objektebene mindestens zwei
Mefivolumina gemeinsam oder in Gruppen zusammengefafit

~auf mindestens ein Detektorelement eines Photonenre-

24,

gistrierenden MeBsystems konfokal abgebildet werden.

Verfahren gemaff mindestens einem der Anspriiche 1 - 23,
dadurch gekennzeichnet, daf zur Erfassung fluores-
zierender Molekiile in sehr niedriger Konzentration das
Probevolumen vor der eigentlichen Messung und Entnahme
mindestens eines Bestandteiles einem Scanning-Prozef
unterworfen wird, wobei die Zeit zur Erfassung eines
gesuchten Teilchens verkiirzt wird, indem die Raumkoor-
dinaten des Mefivolumens relativ zu den Raumkoordinaten
des Probevolumens zeitlich diskontinuierlich oder

kontinuierlich variert werden.
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Verfahren gemidfs mindestens einem der Anspriche 1 - 24,
dadurch gekennzeichnet, dafl das Zeitintervall &6t fir
die Messung eines oder mehrerer Volumenelemente mit
definierten Raumkoordinaten vor einer Erfassung eines
gesuchten Molekils uber sein Fluoreszenz-Mefsignal
klirzer ist als die durchschnittliche Aufenthaltsdauer
des gesuchten Molekiils innerhalb eines Mefivolumens.

Vorrichtung zur Durchfihrung des Verfahrens gemaf
mindestens einem der Anspriche 2 - 25, dadurch gekenn-
zeichnet, daf die Pore einer Aufnahmevorrichtung dicht
an das Mefvolumen herangefihrt wird, die Aufnahmevor-
richtung mit einer mechanisch, optisch oder elektrisch
steuerbaren Entnahmevorichtung verbunden ist.

Vorrichtung gemaf Anspruch 26, bestehend aus einer An-
ordnung eines geschlossenen oder offenen Behdltnisses
zur Aufnahme eines Probevolumens, gekoppelt mit einer
Mefvorrichtung zur Ausleuchtung und/oder Messung eines
kleinen Volumenelementes (Meflvolumen) durch elektro-
magnetische Strahlung und mindestens einer Verbindung
zu mindestens einem zweiten Volumenelement, das mit dem
Probevolumen durch eine Offnung in direktem Kontakt
iber eine fliussige Phase steht, wobei die Offnung dem
Mefvolumen vorzugsweise raumlich unmittelbar benachbart

ist.

Verwendung des Verfahrens gemdff mindestens einem der
Anspriiche 1 - 27, zur préparativen Gewinnung nicht
identifizierter Pathogene, Immunogene oder Organismen,

die Teile eines Genoms funktional exprimieren.

Verwendung des Verfahrens gemaf mindestens einem der
Anspriiche 1 - 25 zur Herstellung genetischer Sonden zur
Auffindung/Detektion/Klonierung funktionalen Elemente
eines Gesamtgenoms und/oder davon abgeleiteter
Diagnostika und/oder Therapeutika.
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Verwendung des Verfahrens gemdf mindestens einem der
Anspriiche 1 - 25, zur Analyse und préaparativen Ge-
winnung kernhaltiger foetaler Zellen aus mitterlichem

Blut.

Verwendung des Verfahrens gemdff mindestens einem der
Anspriiche 1 - 25, zur Detektion und préparativen Ge-
winnung mindestens eines spezifischen Gens eines. Mikro-
organismus, dessen mindestens ein Genprodukt auf der
inneren oder duferen Zellmembran oder Virushiille pra-

sentiert ist.

Verwendung des Verfahrens gemdf mindestens einem der
Anspriiche 1 - 25, zur Funktionsbestimmung von Gen-
produkten definierter Gensegmente.
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